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摘要:选用热变性法、离子交换层析技术和聚丙烯酰胺凝胶电泳技术 ( PAGE )小批量制备电泳纯魟鱼肝铁蛋白 ( L iver
ferritin o fDasyatis akajei, DALF )和黄牛胰脏铁蛋白 ( Scalper pancreas ferr itin, SPF ). 等电聚胶电泳技术指出, DALF和 SPF
分别显示 3和 2条不同等电点铁蛋白层析带,推测这一现象与铁蛋白含铁量无关,与各自蛋白壳 H和 L亚基分布不同且
形成不同表面电荷有关 .不同等电点且相同含铁量的 DALF,表现出不同的释放铁速率, 其释放铁全过程均可分为快速
和慢速阶段, 符合一级反应动力学规律. 铁蛋白可通过自身蛋白壳 H 和 L亚基分布和相互作用强度的差异性, 产生不同
的柔性调节作用, 控制不同释放铁的速率.
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构主要由蛋白壳 ( prote in she ll)和位于蛋白壳中心区




.铁蛋白蛋白壳外直径约为 11~ 13 nm, 位于
蛋白壳中心的铁核直径约为 7~ 8 nm , 蛋白壳的厚度












鲨鱼肝铁蛋白 ( L iver ferritin of Sphy rna zygaena,
SZLF)和细菌铁蛋白 ( Bacterial ferritin, BF)均由单类
型亚基组成
[ 1, 4]
. 来自 MALD I- TOF质谱仪的激光和
基质能有效解吸 SZLF中的亚基成为准分子离子, 并
供质量分析, 其亚基特征质谱峰 m /z 值分别为









程,揭示脱铁核铁蛋白 ( apoSZLF)包裹胰岛素 ( Insu lin,










杂转化为简单.提高反应介质的碱度 (或酸度 ) , 可以
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1 材料与方法
1. 1 仪器与试剂
MALD I-TOF质谱仪 ( Reflex Ó )产于德国 Bruker
公司. 稳压稳流电泳仪 DYY-Ó 2型, 购于北京六一仪
器厂. 质谱纯 2, 5-二羟基苯甲酸 ( 2, 5- dihydroxybenzoic
acid, DHB)产于瑞士生物技术公司. 色谱纯乙腈 (A ce-
tonitrile)和三氟乙酸 ( T rifluoroacetic acid, TFA )分别购
置上海实验试剂有限公司和 MERCK-Schuchardt公司.
SDS分子量标准购自 Ferm entas公司. 葡聚糖凝胶
Sephadex G-15购自上海试剂厂 ( Pharmac ia进口分




后,以 1B1. 5(质量比 )的比例加入去离子水, 用组织捣
碎机高速捣碎鱼肝组织成匀浆 (约 25 m in) , 随后迅速
把匀浆液置于 72~ 75 e 恒温水浴锅中,热处理 15~
20 m in.随后将破碎液置于 4 e 冷却至室温, 并高速离
心 ( 15 000 r/m in) 30m in,收集的上清液于 4 e 放置过
夜.隔日,分离样品溶液表层的油脂后, 再经 25 000 r /
m in离心 20 m in,收集上清液备用. 选用 6层纱布组装
的过滤器分离细胞碎片和固形物等杂质. 收集过滤液,
置于 - 20 e 冷冻成固体后, 冷冻干燥 2~ 3 d, 至样品
完全成干粉状.
铁蛋白纯化: 将上清干粉加入适量 0. 025 mo l/L
pH 7. 25的 Tris-HC l缓冲液溶解后, 透析过夜, 12 000
rpm离心 15 m in, 弃沉淀. 然后再用 Tr is-HC l( 0. 025
mo l/L, pH 7. 25)缓冲液预平衡过的 DE-52( 2. 0 cm @
25. 0 cm )纤维素柱,并用上述 Tris-HC l缓冲液洗脱,去
除大部分与 DE-52亲和力较弱的杂蛋白后,再分别用
0. 10~ 25mo l/L NaC l( 0. 025 mol /L T ris-HC l缓冲液,
pH 7. 25)线性洗脱样品.波长 280 nm监测, 部分收集
器收集每个洗脱峰样品.纯化后的铁蛋白再次透析、脱
盐、浓缩,再经 DE-52离子交换层析柱 ( 2. 0 cm @ 20.
0 cm ), 并用含 0. 25 mo l/L NaC l的 Tris-HC l缓冲液
( pH 7. 25)洗脱分离纯化.
选用近期陈平
[ 1]






















取 0. 8 LL样品与等体积基质 SA混合、点样, 作
质谱分析. 质谱条件: 实验所需的质谱仪是德国
BRUKER公司生产的 REFLEX Ó 型 MALD I-TOF质谱
仪.脉冲氮激光 ( 337 nm )作为离子解吸电离源. 分析
模型分别选用反射模式 (m /z: 0 ~ 6 000)和线性模型












2. 1 柱层析法分离 DALF
柱层析分离法和蛋白质分离纯化系统是目前常用
于制备电泳纯蛋白质的技术之一. 在制备粗 DALF样
品的基础上, 再采用 DEAE-纤维素 52层析柱分离粗
DALF, 并获得的图 1结果. 从图 1中可看出, 粗 DALF
样品中至少有 5种蛋白质 (图 1A-E ) .选用电感藕合等




铁量,初步认定为铁蛋白. 进一步选用 ICP-M S技术定
量图 1A-B样品含铁量, 发现蛋白质含铁量均相似, 约
为 2 000 Fe
3+





点的 DALF,称为 DALFA和 DALFB.早期研究已表明,
DALF由 H 和 L类型的亚基组成
[ 12 ]




性. 尽管 DALFA和 DALFB总的 H和 L亚基组成比和
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含铁量可能极为相似,但由于两者蛋白壳外表层电荷
分布存在差异性, 因而选用 DEAE-纤维素 52层析柱
法,可有效地分离 DALFA 和 DALFB. 为了进一步证实
上述论点,把 DALFA和 DALFB有效混合后, 并选用等
电聚焦电泳 ( IEF)方法,揭示 DALFA 和 DALFB 的等电
点差异性是必要的.
图 1 粗铁蛋白的柱层析分离谱图
F ig. 1 Column chrom atogram map of curde fe rr itin
2. 2 电泳法分离 DALF







荷差异性难以有效分离不同等电点的 DALF. 图 2是
选用 PAGE方法小批量提取 DALF,在经 PAGE技术分
离后, 所获得的电泳图谱. 从图 1A中,可看出 DALF显
示出单条蛋白质层析带. 选用铁染色技术染色图 2A
样品, 获得图 2B结果, 说明图 2A蛋白样品含有大量
的铁组分, 即认为图 A 样品为 DALF, 同时也说
明了小批量制备DALF, 能获取电泳纯的DALF样品,
图 2 DALF电泳和铁染图谱
A. DALF电泳图; B. DALF铁染图
F ig. 2 DALF m aps o f both PAGE and iron dye ing
供满足对 DALF分子结构与拓展新颖生物功能研究的
需求.





或不同类型 (例如: H和 L亚基 )的亚基组成, 其中 H
和 L亚基组成比随不同来源铁蛋白而变化或同一种
来源的铁蛋白含铁量不同均会影响到铁蛋白的等电点




H和 L亚基分布非一致性而引起的. 图 2A是电泳纯
DALF显示的等电点电泳图谱, 图中显示了 3中不同
等电点的蛋白层析带, 可分为 DALFA, DALDB 和
DALFC,其中根据蛋白层析带的宽度和颜色深度,可推
出 DALFA含量相对最高,其次为 DALDB,最小蛋白含
量为 DALFC, DALDB 和 DALFC 的蛋白总量明显小于
DALFA.比较 SPF和 DALF显示的等电点数目和差异











图 3 电泳纯 DALF和 SPF等电点电泳图谱
a. DALF; b. SPF
F ig. 3 IEF m aps of both DALF and SPF
2. 4 不同等电点的 DALF释放铁动力学特性
早期,美国W att实验室和作者同时提出细菌铁蛋
















图 4是不同等电点 DALFA和 DALFB 释放铁的全






一步分析,发现了 DALFA 和 DALFB 释放铁全过程, 可














图 4  DALFA和 DALFB 释放铁全过程
A. DALFA; B. DALFB
F ig. 4 A comp le te process o f iron re lease in both DALFA and
DALF
B
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Compared Rate of Iron Release from the Liver Ferritins with Different
Isoelectric Points inDasyatis akajei
ZHU Feng, CHEN Y ing-y ing, HU X iao-hu,i
L IN Zh-i chao, WANG Qun-l,i HUANG He-q ing
*
(D epartm en t of B iochem istry and B iotechnology, School of L ife Sciences, X iam en Un iver sity, X iam en 361005, Chin a)
Abstract: L iver ferr itin ofDasyatis akajei (DALF) and scalper pancreas ferritin ( SPF) w ith e lectrophoresis pur ity w ere prepared by heat de-
natured m ethod, ion-exchange chrom atography, and po lyacry lam ide gel electrophoresis ( PAGE) inm iniature. It w as indicated that DALF
and SPF show ed three and tw o prote in bandsw ith different isoelectric points revealed w ith a technology of isoelectric poin t in ge,l respective-
ly. W e sugge sted that these phenomenaw ere unconnected w ith the iron con ten tw ithin the ferritin, bu t related w ith differen tial d istribution
bothH and L subun its including form ing different su rface charges on the surface of ferritin she ll itself. B othDALFsw ith differen t isoelectric
poin ts incldu ing same iron conten t show ed d ifferen t rate of iron release. The kine tic process forw ho le iron release cou ld be d ivided into tw o
phases of fast and slow rates, and both phases follow ed firs-t law k inetics. It w as ind icated that the ferritin had ab ility for con tro lling d ifferent
rates of iron release in ferritin using differential characteristics of its subun it distribution and the interaction inten sity bothH and L subun its for
m aking different flex ible regu lation on the surface of protein shell itse lf, respective ly.
Key words: fish liver ferritin; isoelectric po in ts; k inetics; iron release; regu lation
